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@> Wirkstoffe zur Bekampfung von bakteriellen Infektionserkrankungen 

© Die Gene, die fur die am Einbau von D-Alanin in Tei- 
chonsauren beteiligten Peptide/Proteine kodieren, wur- 
den in Staphylococcus xylosus und Staphylococcus au- 
reus identifiziert und sequenziert. Die Erfindung betrifft 
diese Sequenzen und die Ausnutzung der durch die Ar- 
beiten mit diesen Sequenzen gewonnenen Ergebnisse fur 
die Entwicklung von Wirkstoffen. Diese Wirkstoffe sind 
zur Behandlung von Krankheiten geeignet, die mit bakte- 
riellen Infektionen im Zusammenhang stehen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft DNA-Sequenzen von Staphylo- 
kokken, die fur Peptide/Proteine kodieren, die mit dem Ein- 
bau von D-Alanin in Teichonsauren in Zusammenhang ste- 5 
hen. Weiterhin betrifft die Erfindung Wirkstoffe, die den 
Alanincinbau in Teichonsauren bccinflusscn konnen, und 
die fiir die Behandlung bakterieller Infektionserkrankungen 
geeignet sind. 

Nosokornialinfektionen stellen im Krankenhausalltag ein 1 0 
schwerwiegendes Problem dar. Es handelt sich hierbei um 
Infektionen, die haufig durch banale Erreger verursacht wer- 
den, deren Ubertragung gleiehzeitig niit der Behandlung 
und Pflege erfolgt. Durch Infektionen mit diesen sog. Hospi- 
talkeimen werden zahlreiche Todesfalle verursacht. Diese 15 
beruhen zum groBen Teil auf den multiplen Antibiotikaresi- 
stenzen dieser Keime. Die klinischen Manifestationen von 
Nosokornialinfektionen sind sehr vielfaltig. Neben Pilzen, 
Salmonellen, enter opathogenen Kolibakterien und Clostri- 
dien spielen Grampositive Bakterien, wie beispielsweise 20 
Staphylokokkcn odcr Strcptokokkcn, hierbei cine groBc 
Rolle. Ein Drittel bis die Halfte after Sepsisfalle werden 
durch Gram-positive Bakterien verursacht. Von den schon 
erwahnten Staphylokokken hat Staphylococcus aureaus die 
groBte pathogene und damit medizinische Bedeutung. Sta- 25 
phylococcus aureus-St amine kommen bei Tieren und Men- 
schen vor und sind beispielsweise die Erreger von abszedie- 
renden Entzundungen so wie von Herzentzundungen und der 
schon erwahnten Sepsis. 

Obwohl Gram-positive Bakterien bekanntermaBen keine 30 
Endotoxine, wie zum Beispiel LPS, bilden, sind sie trotz- 
dem in der Lage, einen septischen S chock zu verursachen. 
Infolge der oft vorhandenen multiplen Antiobiotikaresisten- 
zen dieser Keime ist eine effektive Behandlung solcher In- 
fektionen haufig nicht moglich. 35 

Lipoteichonsauren und Zellwandteichonsauren, im fol- 
genden als Teichonsauren bezeichnet, sind neben dem Pep- 
tidoglykan Hauptbestandteile der Zellwand von Gram-posi- 
tiven Bakterien mit niedrigem GC-Gehalt (Staphylokokken, 
Streptokokken, Bazillen, etc.). Die Teichonsauren konnen 40 
40-60% der Zellwand von Gram-positiven Bakterien aus- 
machen. Es handelt sich hierbei um Kettenmolekule mit po- 
ly merer Phosphodiester-Struktur. Die Phosphodiester-Grup- 
pen sind durch Glycerin oder Ribit miteinander verbunden. 
An einem Ende des polymeren Molekuls befindet sich eine 45 
Oligosaccharid-Verbindungseinheit, die im Fall der Lipotei- 
chonsauren wiederum einen Diacylglycerin-Rest tragt. Die 
Teichonsauren sind mit D-Alanin und verschiedenen Zuk- 
kern substituiert. Lipoteichonsauren sind iiber ihre Glycoli- 
pid-Struktur (Oligosaccharid + Diacylglycerin) in der Zell- 50 
membran der Bakterien verankert. Die Zellwandteichonsau- 
ren sind kovalent mit dem Peptidoglykan verkniipft. Zur 
Verdeutlichung der Struktur der Teichonsauren wird auf Fig. 
1 verwiesen. 

Die Funktionen der Teichonsauren sind bisher noch niehl 55 
vollstandig verstanden. Es ist jedoch davon auszugehen, daB 
sie fiir die Bakterien lebenswichtig sind. Es wurde ein Ein- 
fluB von Teichonsauren auf die Aktivitat von autolytischcn 
Enzymen und auf die Zellmorphologie beschrieben, was auf 
eine Rolle bei der Zellteilung hinweist. Zudem wird eine 60 
Kontrolle der Mg 2+ -Konzentration in der Zellwand durch 
Teichonsauren diskutiert. Weiterhin ist bekannt, daB Tei- 
chonsauren eine Endotoxin- ahnliche Aktivitat besitzen und 
eine Rolle bei Staphylokokkeninfektionen spielen konnen 
(Kengatharan, K.M., S.De Kimpe, C. Robson, vS.I. Foster, 65 
and C. Thiemermann. 1998. Mechanism of Gram-positive 
shock: identification of peptidoglycan and lipoteichoic acid 
moieties essential in the induction of nitric oxide synthase, 



shock, and multiple organ failure. J. Exp.Med. 
188:305-315). 

Aufgrund des Hinweises, daB Teichonsauren eine essen- 
tielle Rolle fiir die Bakterienzelle spielen, wurden bereits 
Versuche unternommen, die Biosynthese der Teichonsauren 
als moglichen Zielpunkt fur die Suche nach neuen Wirkstof- 
fcn gcgcn Staphylokokkcn auszunutzcn. Die Anstrcngungcn 
in dieser Richtung haben bisher noch nicht zu einem Erfolg 
gefuhrt (W. Fischer, Spektrum, Sonderband 1997, 47-50). 

Nach dem bisherigen Wissensstand sind die Enzyme, die 
fiir die D-Alanin-Substitution der Teichonsauren verant- 
wortlich sind, nicht essentiell fiir die Bakterienzelle (Wecke, 
J., Perego, M. und Fischer, W. (1996) Microbial Drug Resi- 
stance, Vol. 2 on "Mechanism, epidemiology and disease" 
123-129). Diese Enzyme wurden deshalb bisher nicht als 
interessante Zielpunkte fiir die Wirkstoffentwicklung gegen 
Gram-positive Bakterien angesehen. 

Da bis zum heutigen Zeitpunkt die Notwendigkeit be- 
steht, neue effektive Wirkstoffe fiir die Behandlung von 
Krankheiten, die mit bakteriellen Infektionen in Zusammen- 
hang stchcn, insbcsondcrc mit Infektionen, bei dcncn Gram- 
positive Bakterien eine Rolle spielen, zu entwickeln, stellt 
sich die Erfindung die Aufgabe, neue Strategien zum Auf- 
finden effektiver Wirkstoffe zu erarbeiten und auf dieser Ba- 
sis die entsprechenden Wirkstoffe zur Verfiigung zu stellen. 
Die neuen Strategien basieren auf den Ergebnissen, die 
durch die Bereitstellung der in den Anspruchen 1 bis 7 bean- 
spruchten DNA-Sequenzen gewonnen wurden. Die von die- 
sen DNA-Sequenzen abgeleiteten Genprodukte bzw. Ami- 
no saure-Sequenzen sind in den Anspruchen 8 und 10 bean- 
sprucht. Ein Vektor, der entsprechende DNA-Sequenzen 
enthalt, ist in den Anspruchen 11 bis 14 beschrieben. Die 
Anspriiche 15 bis 17 betreffen Organismen, die durch mole- 
kularbiologische Arbeiten mit den beanspruchten DNA-Se- 
quenzen zu gewinnen sind. Anspruch 18 betrifft Teichon- 
sauren, die insbesondere von diesen Organismen gebildet 
werden konnen. Anspriiche 19 bis 26 beschreiben erfin- 
dungsgemaBe Wirkstoffe. Die Anspriiche 27 und 28 bezie- 
hen sich auf die Verwendung dieser Wirkstoffe bzw. auf 
pharmazeutische Zusammensetzungen zur Behandlung von 
bakteriellen Infektionskrankheiten und deren Verwendung. 
Die Verfahren zum Auffinden der erfindungsgemaBen Wirk- 
stoffe sind in den Anspruchen 29 bis 32 dargestellt. Der 
Wortlaut samtlicher Anspriiche wird hiermit durch Bezug- 
nahme zum Inhalt der Beschreibung gemacht. 

Die Erfindung umfaBt das iiberraschende Ergebnis, daB 
bei Gram-positiven Bakterien der Alanineinbau in Teichon- 
sauren mit der Sensitivitat dieser Bakterien gegeniiber anti- 
mikrobiellen Substanzen im Zusammenhang steht. Die Sub- 
stitution der Teichonsauren mit Alanin bedingt offensicht- 
lich die Resistenz der Bakterien gegen solche Substanzen. 
Dies bedeutet, daB durch eine Hemmung des Alanineinbaus 
die Bakterien empfindlicher gegeniiber antimikrobiellen 
Substanzen werden, und auf diese Weise angreifbar sind. 
Dieses Ergebnis eroffnet einen vOllig neuen Aspekt fur eine 
Wirkstoffindung, indem der Alanineinbau in Teichonsauren 
als Angriffspunkt fiir die zu entwickelnden Wirkstoffe ge- 
wahlt wird. 

Im Gegensatz zu den hochspezifischen Resistenzsyste- 
men der Lantibiotika scheinen die D-Alaninester mit einem 
generellen Resistenzmechanismus gegen kationische Pep- 
tide im Zusammenhang zu stehen. Die D-Alaninester, die 
sich bei vielen anderen pathogenen Bakterien, wie Strepto- 
kokken, Enterokokken und Listerien finden, spielen somit 
eine wichtige Rolle bei der Resistenz dieser Krankheitserre- 
ger gegeniiber den Komponenten der natiirlichen Immuni- 
tat. 

Die Gene, die fiir Peptide/Proteine kodieren, die am Ein- 
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bau von D- Alanin in Teichonsauren beteiligt sind, wurden in 
Staphylococcus xylosus C2a und Staphylococcus aureus 
Sal 13 identifiziert und sequenziert (Fig. 2 und Fig. 3). Die 
DNA-Sequenzen besitzen in beiden Organismen die gleiche 
Anordnung und liegen in einer Operon-ahnlichen Struktur 5 
mit nachfolgendem Trans kriptions terminator vor. Die 
Struktur dieses sog. dltABCD-Operons gcht aus dcr Fig. 4, 
oberer Teil, hervor. Von den entsprechenden Sequenzen 
werden vier Peptide/Proteine kodiert, namlich DltA, DltB, 
DltC, DltD. Ein weiteres offenes Leseraster (orf 1) am 5'- 10 
Ende der Sequenz weist Ahnlichkeiten zu Hydroxys aure- 
Dehydrogenasen auf. DltA ist eine D-Alanin-D-Alanyl-Car- 
rierproleinligase. DllB ist wohl ein Membranprotein, wel- 
ches gleichfalls am D-Alanineinbau in Teichonsauren betei- 
ligt ist. DltC ist ein D-Alanin-Carrierprotein und DltD ist 15 
wohl ein Exoprotein, welches ebenfalls am D-Alanineinbau 
in Teichonsauren beteiligt ist (Fig. 5 und 6). 

Mit der Identifizierung und Charakterisierung der dlt- 
Gene aus Staphylococcus xylosus und Staphylococcus au- 
reus lassen sich auch die entsprechenden homologen Gene 20 
aus andcrcn Staphylokokkcn-Artcn und vcrwandtcn Artcn 
identifizieren. 

Neben den DNA-Sequenzen dieser dltABCD-Operons, 
einschlieBlich deren Fragmente, aus Staphylococcus xylo- 
sus und Staphylococcus aureus umfaBt die Erfindung DNA- 25 
Sequenzen, die mit diesen Sequenzen hybridisieren. 

Weiterhin umfaBt die Erfindung DNA-Sequenzen der 
dltABCD-Operons, die mindestens eine Mutation tragen. 
Beispiele fur solche Mutationen sind Insertionen oder Dele- 
tionen. Durch Transposoninsertionen und homologe Re- 30 
kombination unter Verwendung von gangigen molekular- 
biologischen Methoden wurde die Bedeutung der erfin- 
dungsgemaBen DNA-Sequenzen fiir den Einbau von D-Ala- 
nin in Teichonsauren und die Bedeutung dieses D-Alanin- 
einbaus fur die Bakterien unter sucht, wie aus den Beispielen 35 
zu entnehmen ist. Die Mutations strategien, die beispielhaft 
durchgefuhrt wurden, gehen aus Fig. 4 hervor. 

Die Erfindung umfaBt neben den DNA-Sequenzen Vekto- 
ren fiir beispielsweise molekularbiologisches Arbeiten, die 
diese Sequenzen oder Teile davon tragen. Insbesondere sind 40 
hiermit Vektoren gemeint, die eine entsprechende DNA- Se- 
quenz in veranderter Form aufweisen, wobei beispielsw r eise 
durch eine Insertion oder eine Deletion die Expression eines 
funktionsfahigen Peptids/Proteins verhindert ist. Die Ex- 
pression der Peptide/Proteine kann auch durch einen Ein- 45 
griff in die regulatorischen Elemente der Sequenz, bevor- 
zugt durch eine Inaktivierung entsprechender Promo tor se- 
quenzen, beeinfluBt werden. Durch den Einsatz dieser erfin- 
dungsgemaBen Vektoren kann die Funktionsweise der ver- 
schiedenen, in dem dltABCD-Operonkodierten Proteine/ 50 
Peptide untersucht und gezielt beeinfluBt werden. 

Weiterhin werden Organismen von der Erfindung umfaBt, 
wobei es sich hier insbesondere um bakterielle Mikroorga- 
nismen, wie beispielsweise Gram-positive Bakterien, han- 
delt, die bzgl. der am D-Alanineinbau beteiligten Peptide/ 55 
Proteine verandert sind. Hierbei kann es sich beispielsweise 
darum handeln, daB eines dieser Peptide/Proteine in beson- 
dcrs starkcm MaBc gcbildct wird. Es ist auch moglich, die 
Bildung eines Peptids/Proteins gezielt zu vermindern oder 
vollstandig zu unterbinden. Die veranderten Expressionsra- 60 
ten der entsprechenden Peptide/Proteine konnen insbeson- 
dere dadurch erreicht werden, daB die relevanten Gene inak- 
tiviert werden, in ihrer Kopienanzahl verandert werden oder 
daB die Trans kriptions- oder Translationssignale verandert 
werden . 65 

Die Erfindung bezieht sich auch auf die Teichonsauren 
bzw. deren Vorlaufermolekule, die von diesen veranderten 
Organismen gebildet werden, wobei sich diese Teichonsau- 
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ren erfindung sgemaB durch ihren D-Alaningehalt von natiir- 
lich vorkommenden Teichonsauren unterscheiden. Solche 
entsprechend veranderten Teichonsauren konnen auch durch 
in vitro-Methoden hergestellt werden. 

Ein erfindung sgemaBer Wirkstoff ist dadurch gekenn- 
zeichnet, daB er eine mit Teichonsauren im Zusammenhang 
stchcndc Wirkung, beispielsweise im mcnschlichcn Korper, 
beeinfluBt, wobei eine Verminderung einer unerwiinschten 
Wirkung bevorzugt ist Teichonsauren als Bestandteile der 
Zellwand/Zellmembran von Gram-positiven Bakterien kon- 
nen auf menschliche oder tierische Zellen eine entziindungs- 
fordernde, also inflammatorische, Wirkung ausiiben. Diese 
fiir den Korper in der Regel sehadliche Wirkung wird durch 
den erfindungsgemaBen Wirkstoff vermindert oder ausge- 
schaltet. 

Der erfindungsgemaBe Wirkstoff setzt vorzugsweise bei 
Pep tide n/Proteinen an, welche am Einbau von D- Alanin in 
Teichonsauren von Gram-positiven Bakterien beteiligt sind. 
Die Verwendung eines solchen Wirkstoffes fiihrt demgemaB 
dazu, daB der Einbau von D- Alanin in die Teichonsauren der 
Bakterien beeinfluBt wird, wobei cine Verminderung des D- 
Alaningehaltes der Teichonsauren bevorzugt ist. 

Die Verwendung eines erfindungsgemaBen Wirkstoffes 
fiihrt dazu, daB die Mikroorganismen, die bekampft werden 
sollen, eine Empfindlichkeit oder eine hohere Empfindlich- 
keit gegeniiber antimikrobiellen Substanzen entwickeln. Bei 
den zu bekampfenden Mikroorganismen handelt es sich ins- 
besondere um Gram-positive Bakterien, wie beispielsweise 
Staphylokokken, Strep to kokken, Bazillen, etc. 

Die antimikrobiellen Substanzen, gegen welche die Bak- 
terien nach Behandlung mit den erfindungsgemaBen Wirk- 
stoffen eine ggf. erhohte Empflndlichkeit zeigen, konnen 
unterschiedlichen Ursprungs sein. Es kann sich dabei um 
kationische antimikrobielle Peptide aus menschlichen oder 
tierischen Zellen handeln, wie zum Bei spiel die Host de- 
fense-Peptide aus Leukozyten (Defensine, Protegrine o. a.). 
Weiterhin kann es sich auch um bakterielle Substanzen wie 
Lantibiotika handeln. Vertreter hiervon sind beispielsweise 
Gallidermin oder Nisin. 

Nach der Behandlung mit den erfindungsgemaBen Wirk- 
stoffen konnen die Gram-positiven Bakterien durch die anti- 
mikrobiellen Substanzen ausgernerzt werden. Ohne diese 
entsprechende Behandlung sind die Bakterien gegeniiber 
diesen Substanzen resistent. Die antimikrobiellen Substan- 
zen konnen ohne eine Applikation von auBen im Korper 
vorhanden sein, wie zum Beispiel die Host defense-Peptide 
aus Leukozyten. Auch die bakteriellen Lantibiotika konnen 
im Korper bei Vorhandensein entsprechender Bakterien ge- 
bildet werden. Andererseits ist es auch moglich, solche anti- 
mikrobiellen Peptide einem zu behandelnden Patienten zu- 
zufuhren. 

Ein erfindungsgemaBer Wirkstoff kann sich alternativ 
oder zusatzlich dadurch auszeichnen, daB er die Biofilmbil- 
dung von Mikroorganismen verringert oder verhindert. Bei- 
spielsweise sind Staphylococcus aureus und auch andere 
Staphylokokkus-Arten in der Lage, sich auf implantierten 
Plastikmaterialien, wie Kathetern, Herzklappen, Herz- 
schrittmachcrn usw. als ein sog. Biofilm anzusicdcln, was zu 
folgenschweren Infektionen bis hin zur lebensbedrohlichen 
Sepsis fiihren kann. Diese sehr unerwiinschte Biofilmbil- 
dung von Mikroorganismen, insbesondere von Staphylo- 
kokkus-Arten, kann durch die Erfindung, insbesondere 
durch den Einsatz des erfindungsgemaBen Wirkstoffes ver- 
ringert oder sogar vollstandig unterbunden werden. 

Bei dem erfindungsgemaBen Wirkstoff handelt es sich 
vorzugsweise um ein Peptid oder ein Protein. Es konnen 
auch Stoffe aus beispielsweise Naturstoffbibliotheken oder 
aus kombinatorischen Bibliotheken eingesetzt werden. 
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ErfindungsgemaB werden die oben beschriebenen Wirk- 
stoffe fur die Behandlung von Krankheiten verwendet, die 
mit bakteriellen Infektionen in Zusammenhang stehen. Ei- 
nen Schwerpunkt dieser Infektionen bilden die sog. Noso- 
komialinfektionen, die beispielsweise in Krankenhausern 5 
oft auftreten. Weiterhin kommt eine Verwendung dieser 
Wirkstoffe bci dcr Implantation von Plastikrnatcrialicn in 
Frage, da wie oben beschrieben die Biofilmbildung auf sol- 
chen Materi alien durch die erfindungsgemaBen Wirkstoffe 
vermindert wird. 1 0 

Die Erfindung umfaBt weiterhin pharmazeutische Zusam- 
mensetzungen, die entsprechende Wirkstoffe enthalten so- 
wie die Verwendung eines WirksLoffs mil mindesLens einem 
der oben aufgefuhrten Merkmale zur Herstellung einer phar- 
mazeutischen Zusammensetzung. Diese pharmazeutischen 15 
Zusamrnensetzungen sind insbesondere fur die Behandlung 
von Krankheiten einzusetzen, die mit bakteriellen Infektio- 
nen in Zusammenhang stehen. 

Zusatzlich wird von der Erfindung ein Verfahren zur Be- 
handlung von bakteriellen Infektionen und zur Behandlung 20 
von uncrwunschtcr Biofilmbildung auf implanticrtcn Matc- 
rialien umfaBt, wobei die erfindungsgemaBen Wirkstoffe 
verabreicht. werden. 

Verschiedene erfindungsgemaBe Verfahren konnen zur 
Suche eines Wirkstoffes eingesetzt werden, welcher minde- 25 
stens eines der oben beschriebenen Merkmale aufweist. 
Hierbei kann die Empfindlichkeil/SensitivilaL der zu be- 
kampfenden Mikroorganismen gegenuber antimikrobiellen 
Substanzen als MaB fur die Wirkung eines potentiellen 
Wirkstoffes herangezogen werden. Bei entsprechenden Ver- 30 
fahren wird der zu bekampfende Mikroorganismus, bei- 
spielsweise Gram-positive Bakterien, mit einer Substanz be- 
handelt, die antimikrobiell wirkt. Normalerweise wiirde der 
Mikroorganismus gegen eine solche Substanz resistent sein. 
Doch durch eine Inkubation mit einem potentiellen Wirk- 35 
stoff wird die Sensitivitat des Mikroorganismus gegenuber 
der antimikrobiellen vSubstanz erhoht, vorausgesetzt, daR der 
Wirkstoff effektiv ist. Diese erhohte Sensitivitat kann durch 
erniedrigte Wachstums- und/oder Uberlebensraten der zu 
bekampfenden Mikroorganismen nachgewiesen werden. 40 

Ein weiteres Verfahren zur Suche eines effektiven Wirk- 
stoffes gegen insbesondere Gram-positive Bakterien nutzt 
die verringerte Biofilmbildung an OberfLachen, insbeson- 
dere an Kunststoff- oder Glasoberflachen, als MaB fur die 
Wirkung des potentiellen Wirkstoff s. Hierfiir werden die zu 45 
bekampfenden Mikroorganismen mit einem potentiellen 
Wirkstoff b eh andelt und anschlieBend die Biofilmbildung in 
Form einer Bestimmung von schleimbildenden Substanzen, 
beispielsweise dem "polys accharid intercellular adhesin", 
von Schleimsubstanz allgemein oder durch Bestimmung der 50 
Anzahl von adharierenden Mikroorganismen analysiert. Der 
Nachweis der Bakterien, der Schleimsubstanz oder der 
schleimbildenden Substanzen kann mit Farbstoffen, Fluo- 
reszenzgruppen, radioaktiven Isotopen oder spezifischen 
Antiseren erfolgen. 55 

Vorteilhaft ist auch die Bestimmung der Bindungsfahig- 
keit von Teichonsauren an OberfLachen bei Zugabe von zu 
tcstcndcn, potentiellen Wirkstoffcn. Dcr Nachweis kann 
durch Markierung der Teichonsauren mit radioaktiven Iso- 
topen, Farbstoffen oder Fluoreszenzgruppen erfolgen oder 60 
mit spezifischen Antiseren durchgefiihrt werden. 

Eine weitere Moglichkeit zur Suche eines Wirkstoffes be- 
steht in der Analyse der inflammatorischen Wirkung der zu 
bekampfenden Mikroorganismen. Fur diese Untersuchun- 
gen konnen auch die Teichonsauren herangezogen werden, 65 
die durch die Behandlung mit einem potentiellen Wirkstoff 
in ihrem Alaningehalt verandert sind. Um die inflammatori- 
sche Wirkung der Mikroorganismen und/oder der Teichon- 



706 A 1 

6 

sauren messen zu konnen, werden die Mikroorganismen 
und/oder Teichonsauren zusammen mit menschlichen und/ 
oder tierischen Zellen und mindestens einem potentiellen 
Wirkstoff inkubiert. Bei den menschlichen und/oder tieri- 
schen Zellen handelt es sich vorzugsweise um Zellen, insbe- 
sondere Immunzellen, die auf eine entsprechende Stimulie- 
rung mcBbar rcagicrcn. Die Mcssung dcr inflammatorischen 
Wirkung der zu bekampfenden Mikroorganismen und/oder 
Teichonsauren kann durch die Bestimmung eines Cytokins, 
eines Oberflachenmarkers, einer Signaltransduktionskom- 
ponente oder durch die Bestimmung der Degranulations- 
und/oder der Phagocytoseefflzienz vorgenommen werden. 
Die Auswahl des zu bestimmenden Signals hangt von dem 
gewahlten Zelltyp ab. Je geringer das gemessene Signal 
nach Behandlung mit einem potentiellen Wirkstoff ist, umso 
effektiver ist der Wirkstoff. 

SchlieBlich kann ein Verfahren zur Wirkstoff sue he einge- 
setzt werden, welches den Einbau von D-Alanin in Teichon- 
sauren von Gram-positiven Bakterien als MaB fur die Wir- 
kung des potentiellen Wirkstoffs einsetzt. Die Messung des 
Alanincinbaus kann dirckt an den Teichonsauren nach Be- 
handlung der Mikroorganismen mit einem potentiellen 
Wirkstoff erfolgen, oder es kann die Bin dung von D- Alan in 
an Enzyme des Alanineinbaus und/oder die Umsetzung von 
D-Alanin durch Enzyme des D -Alanineinbaus bestimmt 
werden. Der Nachweis des D-Alanins oder der Enzyme 
kann mil radioaktiven Isotopen, mil Farb stoff- oder Fluores- 
zenzgruppen, oder mit Antiseren, die spezifisch Alanin-sub- 
stituierte oder nicht-substituierte Teichonsauren erkennen, 
erfolgen. Es konnen auch Antiseren eingesetzt werden, die 
spezifisch Enzyme erkennen, die Alanin gebunden oder 
nicht gebunden haben. 

Um einen potentiellen Wirkstoff zu entwickeln, der bei- 
spielsweise in einem der oben beschriebenen Verfahren ge- 
testet werden kann, ist es sinnvoll, von einem der Peptide/ 
Proteine auszugehen, die am D-Alanineinbau in Teichon- 
sauren beteiligt sind. Beispielsweise unter Verwendung von 
Computer-Modelling-Methoden wird dann, zunachst theo- 
retisch, ein Wirkstoff entwickelt, der mit den naturlichen 
Peptiden/Proteinen um einen Wechselwirkungspartner, zum 
Beispiel ein Substrat konkurriert, der aber nicht die biologi- 
sche Funktion der naturlichen Peptide/Proteine erf u lit. Ein 
solcher Wirkstoff kann in effektiver Weise die biologische 
Aktivitat der naturlichen, am D-Alanineinbau beteiligten 
Peptide/Proteine vermindern oder vollstandig hemmen. 

Eine andere Moglichkeit des Wirkstoff-Designs ist, ein 
Peptid/Protein des D- Alanineinbaus als Angriffspunkt fur 
den zu entwickelnden Wirkstoff auszuwahlen. Beispiels- 
weise mit Hilfe von Computergestiitzten Modellen kann 
eine Substanz entwickelt werden, die mit dem naturlichen 
Peptid/Protein wechselwirkt und dieses hemmt. Die auf 
Grundlage dieser theoretischen Design-Uberlegungen ent- 
wickelten potentiellen Wirkstoffe konnen dann in einem der 
oben genannten erfindung sgemaBen Verfahren auf ihre 
Wirksamkeit hin getestet werden. 

Weiterhin konnen die zu testenden Wirkstoffe als Test- 
substanzen aus Naturstoffbibliotheken, Peptidbibliotheken, 
Phagc-Display-Bibliothckcn oder ahnlichcm stammcn. 

Die beschriebenen Merkmale und weitere Merkmale der 
Erfindung ergeben sich aus den Figuren und der nachfolgen- 
den Beschreibung von Beispielen in Verbindung mit den 
Unteranspruchen. Hierbei konnen die einzelnen Merkmale 
jeweils fur sich oder zu mehreren in Kombination miteinan- 
der verwirklicht sein. 

Die Figuren zeigen: 

Fig. 1 Schematische Struktur von Lipo- und Wandtei- 
chonsauren. Bei den Wandteichon sauren von S. aureus fol- 
gen auf die Verbindungseinheit zunachst drei Glycerolp- 
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hosphateinheiten, gefolgt von ca. 40 Ribitolphosphateinhei- 
ten. Bei den Wandteichonsauren von S. xylosus liegen Gly- 
cerol- und Ribitolphosphateinheiten im gleichen Mengen- 
verhaltnis vor. MurNAc: N-Acetylmuraminsaure; GlcNAc: 
N-Acetylglucosamin. 5 

Fig.. 2 DNA-Sequenz des dltABCD-Operons von Staphy- 
lococcus xylosus C2a. 

Fig, 3 DNA-Sequenz des dltABCD-Operons von Staphy- 
lococcus aureus Sal 1 3. 

Fig. 4 Struktur und Inaktivierung der dlt-Operons von S. 10 
aureus und S . xylosus. Die Positionen von Transposoninser- 
tionen in das dlt-Operon von S. xylosus (XG4-XG24) sind 
im oberen Teil dargestellt. Das dllA-Gen von S. aureus 
wurde durch homologe Rekombination unter Verwendung 
des unten dargestellten Plasmides pBT dltl gegen eine 15 
Spectinomycin-Resistenzkassette (spc) ausgetauscht. T: 
Trans kriptionsterminator. 

Fig, 5 AS-Sequenzen und Funktionen der vorn dltABCD- 
Operon von Staphylococcus xylosus kodierten Peptide/Pro- 
teine. Die Positionsangaben beziehen sich auf die DNA-Se- 20 
qucnz aus Fig. 2. 

Fig, 6 AS-Sequenzen und Funktionen der vorn dltABCD- 
Operon von Staphylococcus aureus kodierten Peptide/Pro- 
teine. Die Positionsangaben beziehen sich auf die DNA-Se- 
quenz aus Fig. 3. 25 

Fig. 7 Tabellarische Darstellung des D-Alaningehalts der 
Teichonsauren von S. aureus und S. xylosus (Wildtyp und 
dlt-Mutanten). 

Fig. 8 Tabellarische Darstellung der Aktivitat von antimi- 
krobiellen Peptiden gegen die Wildtyp stamme S. aureus 30 
Sal 13 und S. xylosus C2a sowie die dlt-Mutanten S. aureus 
AG1 und S. xylosus XG13. 

Fig. 9 Graphische Darstellung der Bindung von anioni- 
schen und kationischen Proteinen durch S. aureus- und S. 
xylosus-Starnme. Wildtyp (a, schwarze Balken), dltA-Mu- 35 
tanten (b, weiBe Balken) und Wildtyp mit pRBdltl (c, 
grauer Balken) wurden bei neutalem pH mit. verschiedenen 
Proteinen inkubiert und die Menge an ungebundenem Pro- 
tein im Kulturiiberstand wurde bestimmt. 

40 

Beispiele 
1 . Methoden 

S. aureus Sal 13 (Iordanescu, S. und Surdeanu, M. (1976) 45 
J. Gen. Microbiol. 96, 277-281), S. xylosus C2a (Bruckner, 
R. (1997) FEMS Microbiol. Lett. 151, 1-8) und R coli 
DH5a (Ausubel, F.M., Brent, R., Kingston, R.E., Moore, 
D.D., Seidman, J.G., Smith, J.A. und Struhl, K. (1990) Cur- 
rent protocols in molecular biology, John Wiley and Sons, 50 
Inc., New York, N.Y.) wurden in BM-Medium kultiviert 
(1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl, 0,1% K 2 HP0 4 , 
0,1% Glucose), solange nichts anderes angegeben ist. 

Das Plasmid pTVlts, welches fur die Transposon-Muta- 
genese eingesetzt wird, enthalt ein Tempera! ursensi lives Re- 55 
plikon, ein Chloramphenicol- Resistenzgen und das Trans- 
poson Tn917, welches eine Erythromycin- Res is tenz vermit- 
tclt (Youngman, P., Poth, H., Green, B., York, K., Olmcdo, 
G. und Smith, K. (1989) in Regulation of procaryotic deve- 
lopment (Smith, L, Slepecky, R.A. und Setlow, P., eds), Sei- 60 
ten 65-87, American Society for Microbiology, Washing- 
ton, DC). Um eine Sammlung von Mutanten herzustellen, 
wurde S. xylosus (pTVlts) uber Nacht bei 30°C in BM-Me- 
dium kultiviert, welches 5 ug Erythromycin/ml und 20 ug 
Chloramphenicol/ml enthielt. Die Kultur wurde anschlie- 65 
Bend 100-fach mit BM-Medium verdiinnt, welches 2,5 ug 
Erythromycin/ml enthielt, und fur 14 Stunden bei 42°C in- 
kubiert, um Transposon-Insertionsmutanten zu selektionie- 



ren. Diese Kultur wurde ein weiteres Mai in der gleichen 
Weise verdiinnt und fiir weitere 14 Stunden bei 42°C kulti- 
viert. Aliquots der Bakteriensuspension wurden auf BM- 
Agarplatten, welche 2,5 ug Erythromycin/ml enthielten, 
ausgestrichen und bei 37°C inkubiert. Mutanten-Klone 
(4000) wurden auf BM-Agarplatten, welche 3 jig Gallider- 
min/ml enthielten, transfcricrt und hinsichtlich vcrschlcch- 
tertem Wachstum auf Gallidermin ausgewahlt. 

DNA wurde durch Zyklus-Sequenzierung (Ausubel, 
F.M., Brent, R., Kingston, R.E., Moore, D.D., Seidman, 
J.G., Smith, J.A. und Struhl, K. (1990) Current protocols in 
molecular biology, John Wiley and Sons, Inc., New York, 
N.Y.) in einem DNA-Sequenzierungsgerat 4000 L (LI-COR 
Inc., Lincoln, Neb., USA) sequenziert, wobei das Therrno- 
sequenasefluoreszenz-markierte Zyklus-Sequenzierungskit 
(Amersham, Little Chalfont, UK) verwendet wurde. 

Um das dltA-Gen von S. aureus Sal 13 durch ein Specti- 
nomycin-Resistenzgen zu ersetzen, wurden DNA-Frag- 
mente von je 1,5 kb, welche dltA flankieren, durch PCR am- 
phfiziert, uber die Smal-Schnittstelle von pUC18 gemaB 
Standardmcthodcn klonicrt (Ausubel, F.M., Brent, R., King- 
ston, R.E., Moore, D.D., Seidman, J.G., Smith, J.A. und 
Struhl, K. (1990) Current protocols in molecular biology, 
John Wiley and Sons, Inc., New York, N.Y.) und anschlie- 
Bend sequenziert. Durch Schneiden mit Sphl/SacI bzw. 
BamHI/EcoRI wurden die auf- und abwartsliegenden Frag- 
mente aus dem resullierenden Plasmid isoliert und in das 
Temperatursensitive Plasmid pBT2 (Bruckner, R. (1997) 
FEMS Microbiol. Lett. 151, 1-8) zusammen mit dem 
1277 bp SacI-BamHI- Fragment eingefugt, welches fiir ein 
Spectinonrycin-Adenyltransferase-Gen (spc) von Tn554 
(Murphy, E., Huwyler, L. und de Freire Bastos, M.d.C. 
(1985) EMBO J. 4, 3357-3365) kodiert, wie in Fig. 4, unte- 
rer Teil, dargestellt ist. 

Das resultierende Plasmid pBT A dltl wurde in S. aureus 
Sal 13 durch Elektroporation eingebracht (Augustin, J. und 
Gotz, F. (1 990) FEMS Microbiol. Lett. 66, 203-208). Durch 
Inkubation bei 42°C und nachfolgender Suche nach Specti- 
nomycin-resistenten Klonen ohne die Plasrnid-kodierte 
Chloramphenicol-Resistenz, wurde die Mutante AG 1 iden- 
tifiziert, welche das spc-Gen anstatt des dltA-Gens enthalt. 
Die korrekte Integration von spc wurde durch Sequenzie- 
rung der DNA verifiziert. 

Das Plasmid pRBdltl wurde durch Ligation eines 4655 
bp-PCR-Fragmentes, welches das dltABCD-Operon von S. 
xylosus C2a umfaBte, zusammen mit 393 bp aufwarts von 
dem dltA-Startcodon mit der mutmaB lichen Promotor- Re- 
gion und 185 bp ab warts des dltD-Stopcodons mit der Ter- 
minator- Struktur in die Smal-Schnittstelle von pUC18 kon- 
struiert. Nach der Sequenz- Analyse wurde das Fragment 
durch Schneiden mit BamHI-EcoRI aus dem resultierenden 
Plasmid isoliert, in die multiple Klonierungsstelle des Vek- 
tors pRB473 (Bruckner, R. (1992) Gene 122, 187 192) klo- 
niert und in S. xylosus C2a und S. aureus Sall3 durch Elek- 
troporation eingebracht (Augustin, J. und Gotz, F., (1990) 
FEMS Microb. Lett. 66, 203-208). 

Fur Komplementations-Versuche wurden Mutanten mit 
dem Plasmid pRBdltl transformicrt. Hicrfiir wurden Proto- 
plasten von Mutanten mit Wildt)'p-Protoplasten, welche die- 
ses Plasmid enthielten, fusioniert und anschlieBend auf die 
Spectinomycin-Resistenz (S. aureus) oder Erythromycin- 
Resistenz (S. xylosus) und die Plasmid- kodierte Cloramphe- 
nicol-Resistenz selektioniert. Die Protoplasten-Fusion 
wurde wie in Gotz, F., Ahrne, S. undLindberg, M. (1981) J. 
Bacteriol. 145, 74—81 beschrieben, durch gefiihrt. Die resul- 
tierenden Klone wurden durch Analyse von Restriktions- 
Fragmenten und DNA-Sequenzierung uberpriift. 

Fiir die Isolierung der Teichonsauren wurden die Bakte- 
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rien iiber Nacht in 500 ml BM- Medium, welches 0,25% (S. 
xylosus) oder 0,3% Glucose (S. aureus) enthielt, kultiviert, 
durch Zentrifugation geerntet und mit 100 ml Natrium- Ace- 
tatpuffer gewaschen (20 mM, pH 4,6). Der ZellaufschluB er- 
folgte in dem gleichen Puffer unter Verwendung von Glas- 5 
kugeln in einem Disintegrator S (Biomatik GmbH, Rodgau, 
Dcutschland) wic bcschricbcn (Pcschcl, A., Ottcnwaldcr, B. 
und Gotz, F. (1996) FEMS Micobiol. Lett. 137, 279-284). 

Um Zellwand-Teichonsauren (WTA) zu isolieren, wur- 
den 500 ul-Aliquots des Zellextrakts vierfach in Natrium- 1 0 
Acetatpuffer verdiinnt, welcher 2% SDS (Natrium-Dodecyl- 
sulfat) enthielt, fur 15 Minuten sonifiziert und anschlieBend 
1 Stunde bei 60°C heftig geschiittelt. Die Zellwande wurden 
durch Zentrifugation sedimentiert, wiederholt mit Natrium- 
Acetatpuffer gewaschen und schlieBlich in 1 ml Natrium- 15 
Acetatpuffer resuspendiert. WTA wurde extrahiert, indem 
250 jil der gereinigten Zellwande vierfach in 5% TCA (Tri- 
chloressigsaure) verdiinnt und fur 4 Stunden bei 60°C inku- 
biert wurden. Das Peptidoglycan wurde durch Zentrifuga- 
tion entfernt. 20 

Fur die Isolation von Lipotcichonsaurcn (LTA) wurden 
250 jil des Zellextrakts zweifach mit Natrium- Acetatpuffer 
verdiinnt. Nach einer Extraktion mit 500 ul wassrigem Phe- 
nol wurde 1 Stunde bei 60°C heftig geschiittelt. Anschlie- 
Bend erfolgte eine hydrophobe Interaktions-Chromatogra- 25 
phie. Die chromatographische Reinigung wurde im wesent- 
lichen wie in Koch, H.U., Haas, R. und Fischer, W. (1984) 
Eur. J. Biochem. 138, 357-363 beschrieben, durchgefuhrt. 
Die wassrige Phase wurde weiter verdiinnt durch Zusatz von 
250 ul Natrium- Acetatpuffer, mit 500 ul Octyl-Sepharose 4 30 
Fast Flow (Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) ge- 
mischt, welche mit Natrium- Acetatpuffer equilibriert wor- 
den war, und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
Suspension wurde in eine Ultrafree-MC-Zentrifugationsfil- 
tereinheit mit 0,45 jam PorengroBe (Millipore, Bedford, 35 
Mass., USA) gegeben, und das Losungsmittel durch Zentri- 
fugation fur 1 Minute bei 340 x g entfernt. Nach drei Wasch- 
schritten, jeweils mit 500 ul 15% 1-Propanol in Natrium- 
Acetatpuffer, wurden die Lipoteichonsauren durch Resus- 
pendierung des Gels in 500 pi 50% 1-Propanol in Natrium- 40 
Acetatpuffer und Inkubation fur 15 Minuten bei Raumtem- 
peratur eluiert. Nach Sammlung des Eluats durch Zentrifu- 
gation wurde die Elutions-Prozedur wiederholt und die 
Eluate vereinigt. 

Die Analyse von D-Alanin in Teichonsauren wurde ge- 45 
maB der in Pollack, J.H. und Neuhaus, EC. (1994) J. Bacte- 
riol. 176, 7252—7259 beschriebenen Methode durchgefuhrt. 
WTA- und LTA-Proben wurden auf pH 9-10 mit NaOH bis 
auf ein Volumen von 100 pi eingestellt und fur 1 Stunde bei 
37°C inkubiert, um die D-Alaninester zu hydrolisieren. Tris- 50 
HC1 (200 ul, 0,2 M, pH 8,4), welches 2,5 mg D-Amino- 
saure-Oxidase/ml (1,3 U/mg; Sigma, St. Louis, Mo., USA) 
enthielt, wurde zugesetzt, und die Proben wurden 1 Stunde 
bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 100 pi 30% 
TCA gestoppt und die gefallten Proteine durch Zentrifuga- 55 
tion entfernt. 2,4-Dinitrophenylhydrazin (100 ul einer 0,1%- 
Losung, hergestellt in 2 M HC1) wurde dem Uberstand zuge- 
setzt und S Minuten inkubiert. Nach Zusatz von 200 pi 
2,5 M NaOH wurde die Absorption bei 525 nm bestimmt. 
Der Gehalt von Phosphor in WTA- und LTA-Proben wurde 60 
gemaB Chen et al. (Chen, P.S., Toribara, T.Y. und Warner, H. 
(1956) Anal. Chem. 28, 1756-1758) bestimmt. 

Das antimikrobielle Peptid Defensin HNP1— 3 wurde aus 
humanen peripheren Blut-Neutrophilen wie beschrieben 
isoliert (Harwig, S.S.L., Ganz, L. und Lehrer, R.T. (1994) 65 
Methods Enzymol. 236, 160-172). Umdie Ausbeute zu ver- 
bessern, wurde Blut von einem Patienten, der mit dem Gra- 
nulocyten-Koloniestimulierenden Faktor behandelt worden 
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war, verwendet. Die Defensin-Peptide wurden aus den Gra- 
nula der Granulocyten durch Extraktion mit 5% Essigsaure 
angereichert. Eine weitere Reinigung durch RP-HPLC (re- 
versed phase high performance liquid chromatography) er- 
gab eine Ausbeute von 5,1 mg der Defensin-Peptide aus 
500 ml Blut. Die lyophiUsierten Proben wurden bei 4°C ge- 
lagcrt und in 0,01% Essigsaure in cincr Konzcntration von 
1 mg/ml gelost. Das Produkt bestand aus den drei Defensin- 
Varianten HNP1 , HNP2 und FTNP3, welche nur in der ersten 
Aminosaure unterschiedlich sind. 

Die Protegrine 3 und 5 (Aumelas, A., Mangoni, M., Rou- 
mestand, C, Chiche, L., Despaux, E., Grassy, G., Calas, B. 
und Chavanieu, A. (1996) Eur. J. Biochem. 273, 575-583) 
und die Tachyplesine 1 und 3 (Iwanaga, S., Muta, T., Shige- 
naga, T., Seki, N., Kawano, K., Katsu, T. und Kawabata, S. 
(1994) Ciba Found. Symp. 186, 160 175) wurden durch 
Standardmethoden synthetisiert (Jung, G. und Beck- Sic kin- 
ger, A. (1992) Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 31, 367-383). 
Alle Peptide wurden als Peptidamide synthetisiert. Nach ei- 
ner Lyophilisierung wurden die linearen Peptide in einer 
Rcinhcit von 75-82% crhaltcn. Die Faltung dicscr Peptide 
wurde durch die Methode von Aumelas et al. nach Tarn et al. 
(Aumelas, A., Mangoni, M., Roumestand, C, Chiche, L., 
Despaux, E., Grassy, G., Calas, B. und Chavanieu, A. (1996) 
Eur. J. Biochem. 273, 575 583 und Tarn, J.P., Cui-Wong, 
W.,Liu, W. und Zhang, J.-W. (1991) J. Am. Chem. Soc. 113, 
6657-6662) erreicht. Hierfur wurden die linearen Peptide in 
30% wassrigen Isopropanol (0,8 mg/ml) gelost und an- 
schlieBend langsam und unter Riihren in Faltung s -Puffer 
(25% Dimethylsulfoxid, 10% Isopropanol, 0,1 M Tris-HCl, 
final pH 6,8) in einem Verhaltnis von 1,5 ml Peptidlosung zu 
4 ml Faltungs-Puffer zugegeben (finale Peptidkonzentration 
um 0,22 mg/ml). Die Reaktion wurde in geschlossenen 
GlasgefaBen mit langsamem Riihren fur 24 Stunden durch- 
gefiihrt. AnschlieBend wurden 150 ul-Proben periodisch 
entnommen, welche durch Zusatz von 10 ul TEA (Trifluor- 
essigsaure) angesauert wurden und durch RP-HPLC charak- 
terisiert wurden. Die Reinheit des gefalteten Produktes be- 
trug 56 69%, wie durch RP-HPLC festgestellt wurde, Vor 
einer weiteren Reinigung wurden die Proben bei -20°C ge- 
lagert. Die Reinigung der Peptide erfolgte durch eine semi- 
praparative RP-HPLC unter Verwendung von Acetonitril- 
Gradienten in 0,1% TEA 

Um die Sensitivitat von Bakterien gegeniiber antimikro- 
biellen Substanzen zu bestimmen, wurde die minimale inhi- 
bitorische Konzcntration verschiedener derartiger Substan- 
zen bestimmt. In einem seriellen Verdiinnungstest wurde 
LB-Medium (1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl), 
welches ansteigende Konzentrationen der antimikrobiellen 
Peptide enthielt, mit 1/100 Volumen Vorkultur beimpft. Die 
antimikrobiellen Peptide waren Gallidermin (Dr. Karl Tho- 
mae GmbH, Biberach, Deutschland), Nisin, synthetisches 
(A8, 13, 18)-Magainin II Amid, Gramicidin D und Polylysin 
(durchschnittliche Molekularmasse 3,97 kDa) (alle von 
Sigma) so wie die oben erwahnten Defensine und Prote- 
grine. Die Kulturen wurden bis zum Erreichen der stationa- 
ren Phase kultiviert. Die Triibung der Kulturen wurde bei 
590 nm bcobachtct. Da die Aktivitat von humanen Dcfcnsi- 
nen sehr empfindlich gegeniiber Salzkonzentrationen ist 
(Harwig, S. S. L., (}anz, L. und Lehrer, R.I. (1994) Methods 
Enzymol. 236, 160-172), wurde das LB-Medium ohne 
NaCl und mit nur der Halfte der Trypton- und Hefeextrakt- 
Menge eingesetzt. Die getesteten Stamme zeigten in diesem 
Medium ausreichendes Wachstum. 

Um die Tnteraktion von anionischen und kationischen 
Proteinen mit den Bakterien, insbesondere mit den Mutan- 
ten, zu analysieren, wurde die Bindung von GFP (grimes 
fluoreszierendes Protein), Cytochrom c und Gallidermin ge- 
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testet. Die Bakterien wurden bis zur stationaren Phase in 
BM-Medium kultiviert und durch Zentrifugation geerntet. 
Die Zellen wurden zweimal mit Natrium-Phosphatpuffer 
(100 mM, pH 7) fur die Inkubation mit GFP (Clontech La- 
boratories, Palo Alto, Calif., USA) und mit Gallidermin ge- 
waschen. Fiir die Inkubation mit Cytochrom c (Merck, 
Darmstadt, Dcutschland) wurdc MOPS-Puffcr (20 mM, pH 
7) eingesetzt. Die Zellen wurden in dem gleichen Puffer bis 
zu einer final en optischen Dichte bei 578 nm von 7 (GFP 
und Cytochrom c) oder bis zu einer optischen Dichte bei 
578 nm von 4 (Gallidermin) resuspendiert, fiir 10 Minuten 
mit 0,5 ug Protein/ml (GFP und Gallidermin) oder 0,5 mg 
Protein/ml (Cytochrom c) inkubiert und anschlieBend durch 
Zentrifugation entfernt. Die Menge von GFP im Uberstand 
wurde fluorometrisch analysiert (Anregung bei 395 nm, 
Emission bei 509 nm) . Cytochrom c wurde photometrisch 
bei 530 nm, dem Absorptionsmaximum der prosthetischen 
Gruppe, quantifiziert. Die Menge von Gallidermin im Uber- 
stand wurde durch RP-HPLC -Analyse unter Verwendung 
eines linearen Gradienten von 30 bis 60% Acetonitril in 
0,1% TFA iibcr 20 Saulcnvolumcn in einer Sphcrisorb 
ODS2-Saule (Grom Analytik, Herrenberg, Deutschland) be- 
stimmt. 

2. Ergebnisse 
Beispiel I 

Die dlt-Gene sind fiir den Einbau von D-Alanin in die Tei- 
chonsauren verantwortlich 
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ranz. Die Mutanten waren nicht sensitiv fur Polylysin, was 
darauf hinweist, daB kationische Eigenschaften eines Pepti- 
des nicht fiir eine antirnikrobielle Aktivitat gegen die dlt- 
Mutanten ausreichen. 

5 

Beispiel III 

Der D-Alaningehalt der Teichonsauren beeinfluBt die Fahig- 
keit, anionische und kationische Proteine zu binden 

10 

Die D-Alaninester fiihren positiv-geladene Aminogrup- 
pen in die ansonsten stark negativ-geladenen Teichonsauren 
ein. Der Verlust der D-Alaninester sollte somit zu einer star- 
ker negativen Ladung der Bakterienzellwand fiihren. Die 

15 Wildtypstamme, die dlt-Mutanten und Wildtypstamme mit 
Plasmid pRBdltl wurden mit dem anionischen Protein GFP 
(green fluorescent protein) und den kationischen Proteinen 
Cytochrom c und Gallidermin inkubiert. Der Anteil an nicht 
gebundenem Protein im Kulturiiberstand wurde nach Ent- 

20 fernung der Bakterienzellen bestimmt (Fig. 9). Die Mutan- 
ten zcigtcn cine vcrmindcrtc Fahigkcit zur Bindung von ka- 
tionischem GFP, wahrend anionisches Cytochrom c und 
Gallidermin verstarkt gebunden wurden. Wildtypstamme 
mit pRBdltl zeigten umgekehrtes Verhalten. 

25 

Beispiel IV 

Der Alaningehalt der Teichonsauren beeinfluBt die Fahig- 
keit von Staphylococcus aureus auf Plastik- und Glasober- 
30 flachen einen Biofilm zu bilden 



Die Teichonsauren von dlt-Mutanten von Staphylococcus 
aureus (AG1) und Staphylococcus xylosus (XG13, XG4, 
XG24) wurden isoliert. Als MaB fiir den D-Alanineinbau in 
die Teichonsauren wurde das molare Verhaltnis von D-Ala- 
nin zu Phosphor bestimmt. Bei den Mutanten wurde kein D- 
Alanin in den Teichonsauren gefunden, wahrend bei den 
Wildtypstammen zwischen 15 und 95% der Alditolp- 
hosphateinheiten mit D-Alanin verestert waren (Fig. 7). 
Komplementation der Mutanten mit dem Plasmid pRBdltl, 
auf dem sich das dlt-Operon von Staphylococcus xylosus 
befindet, bewirkte einen normalen D-Alaningehalt der Tei- 
chonsauren. Wenn die dlt-Genkopienzahl durch Transfor- 
mation der Wildtypstamme mit pRBdltl erhoht wurde, 
konnte eine Erhohung des D-Alaningehaltes der Teichon- 
sauren beobachtet werden. 

Beispiel II 

Der D-Alaningehalt der Teichonsauren beeinfluBt die Sensi- 
tivitat gegeniiber kationischen antimikrobiellen Substanzen 

Die dlt-Mutanten zeichnen sich gegeniiber dem Wildtyp 
durch eine erhohte Sensiti vital fiir diverse kationische Mem- 
bran- aktive Peptide, wie humanes Defensin HNP1-3, Prote- 
grine 3 und 5 vom Schwein, Tachyplesine 1 und 3 vom 
Pfeilschwanzkrebs, Magainin II vom Krallenfrosch, Galli- 
dermin von Staphylococcus gallinarum und Nisin von Lac- 
tococcus lactis (Fig. 8) aus. Ahnliche Ergebnisse wurden 
mit den Substanzen Melittin, Mastoparan, Protamin, Grami- 
cidine S und Polymyxin B erzielt (Daten nicht gezeigt). Bei 
Gramicidin D, das keine Ladung tragt, wurde keine erhohte 
Sensivitat der dlt-Mutanten beobachtet (Fig. 8). Bei diver- 
sen kationischen antimikrobiellen Peptiden bewirkte eine 
Erhohung der dlt-Genkopienzahl durch Transformation der 
Wildtypstamme mit pRBdltl eine Verminderung der Sensi- 
tivitat. Die Komplementation der Mutanten mit Plasmid 
pRBdltl fiihrte zur Wiederherstellung der Wildtyp-Tole- 



Staphylococcus aureus und andere Staphylokokken sind 
dazu in der Lage, sich auf implantierten Plastikmateri alien, 
wie Kathetern, Herzklappen, Herzschrittmachern usw. anzu- 

35 siedeln, was zu folgenschweren Infektionen bis hin zur le- 
bensbedrohlichen Sepsis fiihren kann. Die Fahigkeit zur 
Biofilmbildung laBt sich in vitro durch Kultivierung der 
Bakterien in Polystyrol- und GlasgefaBen iiberpriifen. Eine 
wichtige Rolle bei der Biofilmbildung spielt ein schleimbil- 

40 dendes N-Actyl-Glucosaminpolymer (PIA), das fiir die in- 
terzellulare Adhasion der Bakterien verantwortlich ist (Heil- 
mann, C, O. Schweizer, C. Gerke, N. Vanittanakom, D. 
Mack, and K Gotz, 1996. Molecular basis of intercellular 
adhesion in the biofilm-forming Staphylococcus epidermi- 

45 dis. Mol. Microbiol. 20: 1083-1091). Walirend der Wildtyp- 
stamm Staphylococcus aureus Sal 13 auf Polystyrol und 
Glas konfluentes Wachstum aufwies und auch beim Wa- 
schen der Oberflachen mit Saline nicht entfernt wurde, 
zeigte die Staphylococcus aureus-Mutante AG1 (Inaktivie- 

50 rung von dltA) kein konfluentes Wachstum. Sie wurde beim 
Entleeren der entsprechenden GefaBe mit dem Medium aus- 
geleert; ein Haften an den Oberflachen wurde nicht beob- 
achtet. 

55 Patentanspriiche 

1. DNA-Sequenz von Staphylococcus xylosus gemaB 
Fig. 2 oder Fragmcntc davon. 

2. DNA-Sequenz von Staphylococcus aureus gemaB 
60 Fig. 3 oder Fragmente davon. 

3. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, daB sie 
unter stringenten Bedingungen mit der DNA-Sequenz 
gemaB Fig. 2 oder mit der DNA-Sequenz gemaB Fig. 3 
oder Fragmenten davon hybridisiert. 

65 4. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, daB sie fiir 

mindestens ein Peptid/Protein mit den in Fig. 5 oder 
Fig. 6 angegebenen Amino sauresequenzen kodiert. 
5. DNA-Sequenz nach einem der vorhergehenden An- 
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spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB sie mindestens 
eine Mutation, insbesondere eine Insertion oder Dele- 
tion, aufweist, wobei vorzugsweise eine Mutation in ei- 
nem fur Peptide/Proteine kodierenden Abschnitt der 
Sequenz vorhanden ist. 5 

6. DNA-Sequenz nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mindestens eines der von der DNA-Se- 
quenz kodierten Peptide/Proteine in seiner biologi- 
schen Funktion gestort, insbesondere inaktiviert, ist. 

7. DNA-Sequenz nach einem der vorhergehenden An- 10 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB das von der 
DNA-Sequenz kodierte Peptid/Protein am Einbau von 
D-Alanin in Teichonsauren von Gram-po si liven Bakte- 
rien beteiligt ist. 

8. Genprodukt abgeleitet von mindestens einer DNA- 15 
Sequenz nach einem der vorhergehenden Anspriiche. 

9. Peptid/Protein mit einer der in den Fig. 5 oder 6 an- 
gegebenen Aminosaure. 

10. Peptid/Protein nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es am Einbau von D-Alanin in Teichon- 20 
saurcn von Grampositivcn Baktcricn beteiligt ist. 

11. Vektor, dadurch gekennzeichnet, daB er minde- 
stens einen Teil einer DNA-Sequenz nach einem der 
Anspriiche 1 bis 7, insbesondere nach einem der An- 
spriiche 5 und 6, aufweist. 25 

12. Vektor nach Anspruch 11, dadurch gekennzeich- 
net, daB er mindestens einen fur ein Peptid/Protein ko- 
dierenden Abschnitt einer DNA-Sequenz aufweist. 

13. Vektor nach Anspruch 12, dadurch gekennzeich- 
net, daB der kodierende Abschnitt mindestens eine Mu- 30 
tation aufweist. 

14. Vektor nach Anspruche 12 oder Anspruch 13, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Peptid/Protein am Ein- 
bau von D-Alanin in Teichonsauren von Gram-positi- 
ven Bakterien beteiligt ist. 35 

15. Organismus, insbesondere bakterieller Mikroorga- 
nismus, dadurch gekennzeichnet, daB der Organismus 
eine veranderte Expression von mindestens einem der 
Gene aufweist, die fur Peptide/Proteine kodieren, die 
am Einbau von D-Alanin in Teichonsauren beteiligt 40 
sind. 

16. Organismus nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mindestens eines der Gene iiberexpri- 
miert ist. 

17. Organismus nach Anspruch 15 oder Anspruch 16, 45 
dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eines der 
Gene in seiner Expression verrnindert, bevorzugt aus- 
geschaltet, ist. 

18. Teichonsaure, die von einem Organismus gemaB 
einem der Anspruche 15 bis 17 gebildet ist und/oder in 50 
ihrer Struktur gegeniiber naturlich vorkommenden Tei- 
chonsauren verandert ist. 

19. Wirkstoff, der direkt und/oder indirekt die Wir- 
kung von Teichonsauren, insbesondere deren inflam- 
matorische Wirkung auf Zellen, insbesondere auf 55 
menschliche und/oder tierische Zellen, beeinfluBt, vor- 
zugsweise verrnindert. 

20. Wirkstoff nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Wirkstoff den Einbau von D-Alanin 

in Teichonsauren beeinfluBt, vorzugsweise verrnindert. 60 

21. Wirkstoff nach Anspruch 19 oder Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Wirkstoff mindestens 
ein Peptid/Protein, welches am Einbau von D-Alanin 
in Teichonsauren von Gram-positiven Bakterien betei- 
ligt. ist, in seiner Aktivitat beeinfluRt, vorzugsweise 65 
hemmt. 

22. Wirkstoff, insbesondere nach einem der Ansprii- 
che 19 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB der Wirk- 
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stoff die Sensitivitat von Mikroorganismen gegeniiber 
antimikrobiellen Substanzen beeinfluBt, vorzugsweise 
erhoht. 

23. Wirkstoff nach Anspruch 22, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Mikroorganismen Bakterien sind, ins- 
besondere Grampositive Bakterien. 

24. Wirkstoff nach Anspruch 22 oder Anspruch 23, 
dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei den antimikro- 
biellen Substanzen um kationische antimikrobielle 
Peptide, insbesondere Host defense- Peptide und/oder 
bakterielle antimikrobielle Peptide handelt. 

25. Wirkstoff, insbesondere nach einem der Ansprii- 
che 19 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB er die Bio- 
filrnbildung von Mikroorganismen, insbesondere Sta- 
phylokokken, an Oberflachen, insbesondere Glas-, Me- 
tall- oder Kunststoffoberflachen, beeinfluBt, vorzugs- 
weise verringert. 

26. Wirkstoff nach einem der Anpriiche 19 bis 25, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Wirkstoff ein Peptid 
oder Protein ist. 

27. Pharmazcutischc Zusammcnsctzung, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sie mindestens einen Wirkstoff mit 
mindestens einem derMerkmale gemaB mindestens ei- 
nem der Anspruche 19 bis 26 in einer wirksamen 
Menge sowie vorzugsweise mindestens einen pharrna- 
zeutischen Trager enthalt. 

28. Verwendung mindestens eines Wirks toffs nach 
mindestens einem der Anspruche 19 bis 26 oder der 
pharrnazeutischen Zusammensetzung nach Anspruch 
27 zur Behandlung von Krankheiten, die mit bakteriel- 
len Infektionen in Zusammenhang stehen. 

29. Verfahren zur Bereitstellung eines Wirkstoffes mit 
mindestens einem der Merkmale nach mindestens ei- 
nem der Anspruche 19 bis 26, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Sensitivitat von Mikroorganismen gegeniiber 
antimikrobiellen Substanzen als MaB fur die Wirkung 
des potentiellen Wirkstoffs bestimmt wird, umfassend 

a) eine Behandlung von Mikroorganismen mit 
mindestens einer antimikrobiellen Substanz, 

b) eine Inkubation mit mindestens einem poten- 
tiellen Wirkstoff und 

c) die Bestimmung von Wachstums- und/oder 
Uberlebensraten der Mikroorganismen. 

30. Verfahren zur Bereitstellung eines Wirkstoffes mit 
mindestens einem der Merkmale nach mindestens ei- 
nem der Anspruche 19 bis 26, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Bionlmbildung von Mikroorganismen als MaB 
fur die Wirkung des potentiellen Wirkstoffs bestimmt 
wird, umfassend 

a) eine Inkubation von Mikroorganismen mit 
mindestens einem potentiellen Wirkstoff und 

b) die Bestimmung von mindestens einem 
schleimbildenden Protein und/oder die Bestim- 
mung von Schleimsubstanz und/oder die Bestim- 
mung von adharierenden Mikroorganismen. 

3 1 . Verfahren zur Bereitstellung eines Wirkstoffes mit 
mindestens einem der Merkmale nach mindestens ei- 
nem der Anspriiche 19 bis 26, dadurch gekennzeichnet, 
daB die inflammatorische Wirkung von Mikroorganis- 
men und/oder Teichonsauren als MaB fur die Wirkung 
des potentiellen Wirkstoffs bestimmt wird, umfassend 

a) eine Inkubation von Mikroorganismen und/ 
oder Teichonsauren zusammen mit menschlichen 
und/oder tierischen Zellen mit mindestens einem 
potentiellen Wirkstoff und 

b) die Bestimmung von mindestens einem Cyto- 
kin und/oder mindestens einem Oberflachenmar- 
ker und/oder mindestens einer Signaltransdukti- 
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onskomponente und/oder die Bestimmung der 
Degranulations- und/oder der Phagozytoseeffi- 
zienz. 

32. Verfahren zur Bereitstellung eines Wirkstoffes mit 
mindestens einem der Merkmale nach mindestens ei- 5 
nem der Anspriiche 19 bis 26, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Einbau von D-Alanin in Tcichonsaurcn als 
MaB fiir die Wirkung des potentiellen Wirkstoffs be- 
stimrnt wird, umfassend 

a) eine Inkubation von Mikroorganisrnen mit 10 
mindestens einem potentiellen Wirkstoff und 

b) die Bestimmung des Einbaus von D-Alanin 
und/oder der Bindung von D-Alanin an Enzyme 
des D-Alanineinbaus und/oder der Umsetzung 
von D-Alanin durch Enzyme des D-Alaninein- 15 
baus. 
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ataaattattgggcgaggtgctgtcgtagatgaagaggcaijtatw't^^c^ 

tggactagatgttctacgtgaagagccaatagatatggcacatcctttattagagatggacaatgcagttatagttcc 
acatattggaagcgcgtctgttacaaccagaaatcgtatgattcaattatgtgttgataatataaga t tagtattaaa 
taaccaacctgctaaaacgccagtcaatt taaaataaacattgtaaatagatgatatatcaatattttgtattatcat 
atcctaagataaagcaaa taaggtagagcgttaatacttatctgtaatatagaaatacacctctgtt ttaaatagagg 
tgtatt tttatgtggaattttaattaatagattataaatcatgatgtaaagaataccgttttaaaaaataccaattgt 
gtcaaatttgttaagaaattgacacggttaaatgcgtacacattaaatttttttgtaaggctataataaattattttc 
aaaatcatgtattatttccgcataaaaatttatatattttccgtcgcattatgattatgctactaaacattctatatg 
tga tagatagtaataacaccttgaagtta tagcgttaatcaagtgtttttaacaatgatttgtaacaaagcattacaa 
tat taacacgataataaaatataaattcgaatcatattatgcaaaattatctaagaataaacaaatgttttggttrtta 

taaaacactataaaataaacaatctaacatttttgttatatataaatatgttaattcgattgtcacaacatcataaaa 

aatgtataataagttggtaaaatgttaaagtagtgtaaatcgtgctacaacaaaaaacttacatatgtaataaataat 

taataatataaaaaatagtctgaatgaagaggtgaaaaatgcgtaaagagatggaaaatacgacgaaatatcaaaaaa 

ttaaaccatggttattaactcttttatattttgcaatatttatagcactgtatttaatttatggttctggagatacgc 

ataataactttatttataatgaattttagtcgaggagaatagtatgaaggatattatatattcattaattgaaaatga 

aaaaatgtaccctgagcaaatagcgataaagcataatacagatgtattaacgtatcgtgagttaaatcaatatgcaaa 

taaacttgcagacttaatcaaagatactaaaagcccattaatcgtatatggtcatatgtcgccatttatgattgtagg 

tatgattgccagcatgaaagcgggatgtggttatgtaccccttgatatatcaatgcctgaagagcgtattaatactat 

tattgaaaaaatcaaccctgattttatttttaatacaagtgaacattcgctagatagtaatggcagagaaatcgtaaa 

tactgaaacacttttgacggataatcgtaccgttgaatttgaatctaaaattaaagatcaagatattgcgtataccat 

ttttacatcgggctctacaggggaacctaagggcgtacaaattagatacgaaagtcttaacgaatttacgaactggat 

ggtagatttgaataaaataggtgagaatcaacagtggctaaatcaagctccattttCatttgatttatctgtgatggc 

aatttatccatgtttagctactgcaggaacattaaatttagtagataaaacaatgattaacaagcctaaattattaaa 

tgatatgttagagcaatctaaaataaatgtttgggtgtctacaccatcatttatggaaatgtgcttaatgttacctaa 

tttagctgaaacacattatgaaagtttgaaagaatttttcttttgtggagaaattttacctcataaaactgctaagat 

gttgttgcaacgctttccatctgcatatatttataatacatatggacctacagaagcgacagtcgcagttacgagtat 

cttaattactgaagcggtcattaatcaatataatccattacctgtggggaaagcgagaccaggcacgcaattatcttt 

agcagaaaatgaagaattgatcatttctggacaatgtgtaagtgaaggttatgtgaaagatgagcaacgttctaatga 

agtgtttaaagatatagataaacgtaaatcttactttactggggataaagcaacagttcaagatgacctatggtttat . 

cactggacgtatagattttcaagtgaaactaaatgggtatcgcatggagctagaagaaatagaatttcatttaagaca 

aatagatgttgtcaaagaagcaattgtggtaccagtatacaaaaataataaagtaacgcaattacaaggtgttgtagt 

cttaaatgacttaaatgatgacaaagatgaacaaaccgtgatacatgatattaaacaagaacttaaacaagcgatgcc 

agaatatatgattccaagaaagattatatttaaagagcaatttcctttaacaattaatggaaaattagatcgtaagca 

gattgccgaggatgtattagcatgattccatacggcacatttacattctttcttatagcatttatagtcttaattccg 

gtgattatattaggtttaactggaaaaagaagccgtatttataatggcataagtacagctattatgattgtgctcatt 

ttttcctcagataaacataatttatttggtcaatcatatttaagtgt tcaacttataaactttgctt tatatctgttg 

tggcaagtagcaatcattatgttttattggaaatcacgttcgaaaaacaattcatttataaagtttttcacagtgatt 

gcattatcgatattgccacttgtagtggtaaaggtaatgcaaagttcgtggtttggggctgcacaattaaagctccat 

gaaaataaggtgattgagtttataggcttcttaggtatttcttatgttactttcaaaagtgttcaattattaatggaa 

attcgcgatggttcaataaaagaagtgaaagctactaaagtatttcaattcatttcctttttccctacaatttcatct 

ggtccaattgaccgctacaaacgttttgttaaagatgaaagtaagatacaaagtagcgaaagttatcgagca tcgcta 

aataaagcaatacatttcatcatgctaggttttttgtataaatacattattgcttatttaatacaagtttatgcgatt 

aatccattaatgttagatttttcaaatttcactgctaaatgtttatatatgtatgcatatagtttgtatctattcttc 

gactLcgctggttattcattatttgcgatggcatttagctatttatatggtatacagacgccacaaaactttaagcaa 

ccatttaaagcaaagaatatcaaggatttttggaatagatggcatatgtctttatctttctggtttagggattgtatc 

tatatgagagccttattctttatgtcgaaaaaacgcttattaaaaaatcaatttacaatgtctaatattgctttctca 

ttaaactttttaattatgggtatttggcatggcattgaagttcattatattttgtatggtttatatcacgcagtttta 

tttattggttatggatattatgaaaaatggcgaaaaaaccatccgccaagatggtctaaccaatatacaacaatgtta 

agtattatcgttacattccattttgtaacgtttggttttcttatcttttctgggaaactgttttaattagaggaggat 

ttattatggaatttagagaacaagtattagatttattaactgaagttgctgaaaataatgtcattaaggaaaatccag 

atgtagaactttt tgaagaggggatttttgattcttttcaaacggtaggtcttttactagagattcaaaataaattag 

atattgaagtatcgattatggattttgatagagatgaatgggcgacacctaacaagattgtagaggtattagaagaat 

tacgatgaagttaaaaccgtttatacctattattgtaagtcttgtattgtttggaattttcttagtattaccagcaag 

ttggttcgctggattaatcaattccaagacagtagctacgcaaagtgttgctctaacagatcaagtactaaaaggaac 

tctagtgcaagataaaatgtatcaatctgatgcttattatccgatatatggttccagtgaattagaaaaagacgatcc 

atttaatcctgcaatcttattaaataatcgaaatcaagttagtaagaaaccattcttaattggtactggtggttcgac 

agatttagtaaacgctgtggaactaggttcacaatatggaaatttaaaaggtaaaaaaatggcatttattgtttcgcc 

acagtggtttacaaaaaatggcttaacgcaagataattttaaggcgcgtatttcaaaggcacagctcaatcagttgtt 

taagcaagaacaattaagcccagaacttaagcaacgttatgctaaacgattattacaatttaaagatgtggaaaatcg 

cgtatatttagaaaaagttgcacaaggaaaattacaagaaaataaaaattatctttcaaactttaaagatgaacaatt 

gaagaaaattgaagctattaaagccgtatatccattgagaaaatcacctgtatcgcatatcgatcctattacatcaaa 

aaatgattcttgggatgatgtgatgacaaaagctgaaatctatggcgctaaacatacaaaaacaaatgaatttggtat 

tcgagatgaatattgggatttaattaaaaaacataaacgaaaaattaatcgaaaccatgaatttagggagaattctcc 

tgaatttaaagatttagagt tact tgtagatacattacgagaacgtggcgcggatgttgatta tat aattataccttc 

taacggtaagtggtatgatcacattggtattgataaagatagacgtcagaaaatatataaaaaaattgataaaacaat 

agtggatcatggtggacagacatacgatatgtcagataaagactacgaaccatatgttgtaagtgafcgcagttcatat 

tggctggaaaggctgggtatacatcactaaaaatatcgatgaacatatgcaccagaaataaaataaaaaatcctttca 

acatgtacacatttaagtgaaatgttgaaaggatttttcgcgttaaaaatagaacaggacaatgaaaaatcaat 
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1 gctgaattag aaaaatagat atagtcattt tataaagtag gtgaattgat ttggtaaaaa 
61 tagttgtttc gaggaaaatt ccagataaat tttatcaaca attaagtaaa cttggtgacg 
121 ttgttatgtg gcaaaaatca ttagtgccta tgcctaaaga tcaatttgtg acagcacttc 
181 gtgacgcaga tgcttgtttt attacattaa gtgaacagat cgatgcagaa attttagcgc 
241 aatcaccaaa tttaaaagta attgcgaata tggctgtagg atatgacaac atcgatgttg 
301 aaagtgcaac agcgaataac gtggttgtca cgaatacacc aaatgtactt actgaaacaa 
361 ctgcagaatt aggatttaca ttaatgcttg ctatagcacg ccgtattgta gaagctgaaa 
421 aatatgtaga agcagatgca tggcaaagct ggggtcctta tttattgtca ggtaaagatg 
481 tcttcaattc aactattgga atatatggta tgggagatat tggtaaagct tttgcaagaa 
541 ggttgcaagg gtttaatact aatattcttt atcataatcg atcaagacat aaagatgcag 
601 aggcggactt taatgcaaca tatgtttctt ttgaaacgtt gttagcagaa agtgatttta 
661 tcatctgtac agcgccactt acaaaagaaa cacatcataa atttaatgct gaagcatttg 
721 aacaaatgaa aaatgatgca atttttatta atatcggtag aggacaaatt gtagatgaaa 
781 cagcattaat cgatgcacta gacaataaag aaattttagc atgtggttta gatgtattag 
841 caaatgaacc gatfcgatcat acacatccat taatgggacg tgataatgtt ctgattacac 
901 cacacattgg tagcgcatca gtaacaacac gggacaatat gattcaatta tgtattaata 
961 atatagaagc ggttatgaca aatcaggtac cacatactcc agtaaattga aaataagtat 
1021 ggtttttaat cattggtaaa acaagcaaag caattgttaa atatgttatg cttgacttgc 
1061 gaatgtatat atttgcgctg atgataattc aataacatta taaactcgtc atattaatgt 
1141 gatgagttta tttgattttg acgtatataa caaaattgtt atatagactg taattgttta 
1201 ttgtttaaat aacctttaaa atgaatgatg ttctcaacaa agtgtatcat ttacaataat 
1261 tgagtgatga caaccaatta ctatgttgaa tctataaaat taaaattgaa tttcattatg 
1321 aatatcgata taatgaattg taaaaaacaa attttaaaac gtattttata ttgaacggtc 
1381 tttataaagg cgtttttact aagaacttta agaggtgcaa tatgaaatct aaaagtaaac 
1441 agccacctaa taaatatgtt gaagcattca aaccatattt attaacacta ttgtatttgg 
1501 caatatttat tactttatat ttaatttatg gcagtggcga cacacacaat aacttcattt 
1561 ataatgagtt ctaatgaggg agacttaata tgacagatat tattaacaag ctgcaagcgt 
1621 ttgcggatgc aaatccacaa agcattgctg ttagacacac aactgatgaa ttaacttatc 
1681 aacagttaat ggatgagtct agtaaattag cacatcgatt acaaggtagt aagaaaccga 
1741 tgattttatt cggtcacatg tcaccatata tgattgttgg gatgattggt gccattaaag 
1801 caggatgtgg atatgtacct gtagacactt caattcctga agaccgtatt aaaatgatta 
1861 ttaacaaggt tcaaccagag tttgtattta atacgactga tgaatcattfc gaaagtttag 
1921 aaggcgaagt atttacaata gaagatatta aaacatctca agacccagta atttttgata 
1981 gtcagattaa agataacgac acagtataca caatctttac atctggttct actggggaac 
2041 ctaaaggtgt tcaaattgaa tatgcaagtt tagttcaatt tactgagtgg atgttagaac 
2101 ttaataaatc aggaaatgaa caacaatggc ttaaccaagc gccattttca tttgatttat 
2161 ctgtaatggc tatttatcca tgtttagcat caggcggtac attaaatctt gtagataaaa 
2221 acatgattaa taaacctaaa ttattaaatg aaatgctaac agcaacaccg attaacattt 
2281 gggtatcaac accatcattt atggaaatgt gtttattatt accaacgctt aatgaagaac 
2341 aatatggtag tcttaacgaa ttcttcttct gtggtgaaat tctacctcac agagcagcaa 
24 01 aagcgttagt aaaccgtttc ccaagtgcga cgatttacaa cacatatggt ccaactgaag 
2461 ctacggtagc agttacaagt attcaaatta cacaagaaat cttagatcaa tatccgacat 
2521 tacctgttgg cgttgaaaga ccaggcgcaa gattatctac tacagatgaa ggtgaacttg 
2581 ttatcgaagg tcaaagtgta agtttaggat acttaaaaaa tgaccaaaaa acagctgaag 
2641 tatttaattt cgatgacggt attcgtacat atcacactgg tgataaagcg aagtttgaaa 
. 2701 atggtcaatg gttcattcaa ggtcgtattg atttccaaat caaattgaat ggctacagaa 
2761 tggaattaga agaaattgaa acacaattac gccagtctga gttcgtaaaa gaagcgattg 
2821 ttgtacctgt atataaaaat gataaagtta ttcatttaat tggtgcaatt gtgccaacga 
2881 ctgaagttac ggacaatgca gaaatgacta aaaatattaa aaatgacttg aaatcacgct 
2941 taccagagta tatgattcct agaaagtttg aatggatgga acaattgcca ttgacttcaa 
3001 atggtaaaat tgacagaaag aaaattgcag aggtaattaa cggatgattc catatggtga 
3061 ttttacattc ttcttaattg ctttaattgc attattacca gtcattatac ttggattttt 
3121 aggtaagcga agttacattt ataatggcgt agttacagca tttatgattg tgttaatctt 
3181 ttcttctgat aaacataatc tgtttgacca aaagtattta agtgttcaat taattagttt 
3241 tattatttac gtcgtatggc aagttttatt gataatgttt tattatcatt caaaaccaaa 
3301 aaataattca ttttcaaaat ttgtaactgt aatggtttta tcaatattgc cattagcact 
3361 tgtgaaagtg ttacaaagta catggttagg tggacatcag attcacttcc atgaaagtaa 
3421 attaattgaa tttgttggtt tcttaggaat ttcttatgtt acattcaaaa gtgtgcagtt 
3481 aattatggaa attcgtgatg gttctatcaa. agaaattaaa gtatggaaat taattcaatt 
3541 tatttcattc ttcccaacga tttcatctgg accaatcgat cgttacaaac gtttcgttaa 
3601 agacgataaa aaagtaccaa caggcaatga atatcgtgaa ttagtattaa aagcaattca 
3661 catgattatg cttggtttct tgtataaata tattgttgct tactttatta acacatatgc 
3721 aatcatgccg ttacaattag acttacatgg ctttgtcaat t tgtggttat .^atatgtacgc 
3781 atacagctta tatttattct ttgactttgc aggttatagt ttatttgcga tagcatttag 
3841 ttatttattc ggtattaaaa caccaccaaa cttcgataaa cctttcaaag cgaaaaatat 
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3901 taaagatttc tggaatagat ggcatatgac attatcattc tggttcagag attgtattta 
3961 catgagatct ttattctaca tgtctcgtaa aaaattattg aagagtcaat ttgcaatgtc 
4021 taacgtggca ttcttaatca acttcttcat aatgggaatt tggcatggta tcgaagtgta 
4081 ttacattgtt tatggtttat accatgcagc attgtttata ggttatggct attatgaacg 
4141 ttggcgtaag aaacatccgc cacgttggca aaatggtttc acaacagcac ttagcattgt 
4201 gattacattc cactttgtaa catttggctt tttaatcttc tcaggtaaac ttatataata 
42 61 aaggagaatt taattatgga atttagagaa caagtattaa atttattagc agaagtagca 
4321 gaaaatgata ttgtaaaaga aaatccagac gtagaaattt ttgaagaagg tattattgat 
4381 tctttccaaa cagttggatt attattagag attcaaaata aacttgatat cgaagtatct 
44 41 attatggact ttgatagaga tgagtgggca acaccaaata aaatcgttga agcattagaa 
4501 gagttacgat gaaattaaaa ccttttttac ccattttaat tagtggagcg gtattcattg 
4561 tctttctatt attacctgct agttggttta caggattagt aaatgaaaag actgtagaag 
4 621 ataatagaac ttcattgaca gatcaagtac taaaaggcac actcattcaa gataagttat 
4681 acgaatcaaa caagtattat cctatatacg gctctagtga attaggtaaa gatgacccat 
4741 ttaatcctgc aattgcatta aataagcata acgccaacaa aaaagcattc ttattaggtg 
4801 ctggtggttc tacagactta attaacgcag ttgaacttgc atcacagtat gataaattaa 
4 8 61 aaggtaagaa attaacattt attatttcac cacaatggtt tacaaaccat ggtttaacga 
4 921 atcaaaactt tgatgctcgt atgtctcaaa ctcaaattaa tcaaatgttc cagcagaaaa 
4981 acatgtctac tgaattaaaa cgtcgttatg cacaacgttt attacagttt ccacatgtac 
5041 acaataaaga atacttgaaa tcttatgcta aaaaccctaa agaaactaaa gatagttata 
5101 tttctggttt taaagagaat caattgatta aaatagaagc gattaaatca ttgtttgcaa 
5161 tggataaatc tccattagaa catgttaaac ctgctacaaa accagacgct tcttgggatg 
5221 agatgaaaca aaaagcagtt gaaattggta aagctgatac tacatcgaat aaatttggta 
5281 ttagagatca atactggaaa ttaattcaag aaagtaagcg taaagttaga cgtgactacg 
5341 aattcaatgt taattctcca gaattccaag atttagaatt acttgtaaaa acaatgcgtg 
5401 ctgctggtgc agatgttcaa tatgtaagta ttccatcaaa cggtgtatgg tatgaccaca 
54 61 ttggtatcga taaagaacgt cgtcaagcag tttataaaaa aatccattct actgttgtag 
5521 ataatggtgg taaaatttac gatatgactg ataaagatta tgaaaaatat gttatcagtg 
5581 atgccgtaca catcggttgg aaaggttggg tttatatgga tgagcaaatt gcgaaacata 
5641 tgaaaggtga accacaacct gaagtagata aacctaaaaa ttaaaataca aatagcacat 
5701 aactcaacga ttttgattga gcgtatgtgc tatttttata ttttaaattt catagaatag 
5761 aatagtaata tgtgcttgga tatgtggcaa taataaaata attaatcaga taaatagtat 
5821 aaaataactt tcccatcagt ccaatttgac agcgaaaaaa gacaggtaat aactgattat 
5881 aaataattca gtattcctgt 
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dltABCD-Operon von Staphylococcus xylosus C2a 
(5300 bp) 

Orfl: Ahnlichkeit zu Hydroxy saure-Dehydrogenasen (partielle Sequenz) 
(Position 2-295) 

IIGRGAWDEEALVSALQNRQIAACGLDVLREEPIDMAHPLLEMDNAVIVPHIGSASVTTRNRMIQLCVDNIRLVLNN 
QPAKTPVNLK 



DItA: D-Alanin-D-Alanyl-Carrierproteinligase 
(Position 1136..2599) 

MKDIIYSLIENEKMYPEQIAIKHNTDVLTYRELNQYANKLADLIKDTKSPLIVYGHMSPFMIVGMIASMKAGCGYVPL 
DISMPEERINTIIEKINPDFIFNTSEHSLDSNGREIVNTETLLTDNRTVEFESKIKDQDIAYTIFTSGSTGEPKGVQI 
RYESLNEFTNWMVDLNKIGENQQWLNQAPFSFDLSVMAIYPCLATAGTLNLVDKTMINKPKLLNDMLEQSKINVWVST 
PSFMEMCLMLPNLAETHYESLKEFFFCGEILPHKTAKMLLQRFPSAYIYNTYGPTEATVAVTSILITEAVINQYNPLP 
VGKARPGTQLSLAENEELIISGQCVSEGYVKDEQRSNEVFKDIDKRKSYFTGDKATVQDDLWFITGRIDFQVKLNGYR 
MELEEIEFHLRQI DWKEAI WPVYKNNKVTQLQGWVLNDLNDDKDEQTVIHDIKQELKQAMPEYMI PRKI I FKEQF 
PLTINGKLDRKQIAEDVLA 

DItB: Vermutliches Membranprotein; am D-AIanineinbau in Teichonsauren betciligt 
(Position 2596-3810) 

MIPYGTFTFFLIAFIVLIPVIILGLTGKRSRIYNGISTAIMIVLIFSSDKHNLFGQSYLSVQLINFALYLLWOVAIIM 
FYWKSRSKNNSFrKFFTVIALSrLPLVWKVMQSSWFGAAQLKr,HENKVIEFIGFLGrSYVTFKSVQLLMEIRDGSIK 
EVKATKVFQFISFFPTISSGPIDRYKRFVKDESKIQSSESYRASLNKAIHFIMLGFLYKYIIAYLIQVYAINPLMLDF 
SNFTAKCLYMYAYSLYLFFDFAGYSLFAMAFSYLYGIQTPQNFKQPFKAKNIKDFWNRWHMSLSFWFRDCIYMRALFF 
MSKKRLLKNQFTMSNIAFSLNFLIMGIWHGIEVHYILYGLYHAVLFIGYGYYEKWRKNHPPRWSNQYTTMLSIIVTFH 
FVTFGFLIFSGKLF 



DUG: D-Alanin-Canierprotein 
(Position 3828-4062) 

MEFREQVLDLLTEVAENNVIKENPDVELFEEGIFDSFQTVGLLLEIQNKLDIEVSIMDFDRDEWATPNKIVEVLEELR 



DUD: Vermutliches Exoprotein; am D-Alanineinbau in Teichonsauren beteiligt 
(Position 4061-5209) 

MKLKPFIPIIVSLVLFGIFLVLPASWFAGLINSKTVATQSVALTDQVLKGTLVQDKMYQSDAYYPIYGSSELEKDDPF 
NPAIliLNNRNQVSKKPFLIGTGGSTDLVNAVELGSQYGNLKGKKMAFIVSPQWFTKNGLTQDNFKARISKAQLNQLFK 
QEQLSPELKQRYAKRLLQFKDVENRVYLEKVAQGKLQENKNYLSNFKDEQLKKIEAIKAVYPLRKSPVSHIDPITSKN 
DSWDDVMTKAEIYGAKHTKTNEFGIRDEYWDLIKKHKRKINRNHEFRENSPEFKDLELLVDTLRERGADVDYIIIPSN 
GKWYDHIGIDKDRRQKIYKKIDKTIVDHGGQTYDMSDKDYEPYWSDAVHIGWKGWVYITKNIDEHMHQK 
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dltAB CD -Operon von Staphylococcus aureus SA113 
(5900 bp) 

Orfl: Ahnlichkeit zu HydroxysSure-Dehydrogenasen 
(Position 51-1010) 

rWKIWSRKIPDKFYQQLSKLGDVVMWQKSLVPMPKDQFVTALRDADACFITLSEQIDAEIIAQSPNLKVIANMAVGY 
DNIDVESATANNVV\miTPNVLTETTAELGFTLM^^ 

IGKAFARRLQGFNTNILYHNRSRHKDAEADFNATYVSFETLLAESDFIICTAPLTKETHHKFNAEAFEQMKNDAIFIN 
IGRGQIVDETALIDALDNKEILACGLDVLANEPIDHTHPLMGRDNVLITPHIGSASVTTRDNMIQLCINNIEAVMTNQ 
VPHTPVN 



DItA: D-Alanin-D-Alanyl-Camerproteinligase 
(Position 1590.3047) 

MTDIINKLQAFADANPQSIAVRHTTDELTYQQLMDESSKLAHRLQGSKKPMILFGHMSPYMIVGMIGAIKAGCGYVPV 

DTSIPEDRIKMIINKVQPEFVFNTTDESFESLEGEVFTIEDIKTSQDPVIFDSQIKDNDTVYTIFTSGSTGEPKGVQI 

EYASLVQFTEWMLELNKSGNEQOWLNQAPFSFDLSVMAIYPCLASGGTLNLVDKNMINKPKLLNEMLTATPIKIWVST 

PS FMEMCLLLPTLNEEQYGSLNE FFFCGEI LPHRAAKALVNRFPS AT I YNT YGPTEATVAVTS IQITQEI LDQY PTLP 

VGVERPGARLSTTDEGELVIEGQSVSLGYLKNDQKTAEVFNFDDGIRTYHTGDKAKFENGQWFIQGRIDFQIKLNGYR 

MELEEIETQLRQSEFVKEAIWPVYKNDKVIHLIGAIVPTTEVTDNAEMTKNIKNDLKSR 

LPEYMIPRKFEWMEQLPLTSNGKIDRKKIAEVING 

DUB: Vermutliches Membranprotein; am D-Alanineinbau in Teichonsauren beteiligt 
(Position 3044-4258) 

MI PYGDFTFFLI ALIALLPVI I LGFLGKRS Y I YNGWTAFMI VLI FSSDKHNLFDQKYLS VQLI S FI I Y WWQVLLIM 
FYYHSKPKNNSFSKFVTVMVLSILPLALVKVLQSTWLGGHQIHFHESKLIEFVGFLGISYVTFKSVQLIMEIRDGSIK 
E I KVWKLIQFI S FFPT I S SGPI DRYKRFVKDDKKVPTGNEYRELVLKAI HM I MLGFLYK Y I VAY FI NT YAI MPLQLDL 
HGFVNLWLYMYAYSLYLFFDFAGYSLFAIAFSYLFGIKTPPNFDKPFKAKNIKDFWNRWHMTLSFWFRDCIYMRSLFY 
MSRKKLLKSQFAMSNVAFLINFFIMGIWHGIEVYYIVYGLYHAALFIGYGYYERWRKKHPPRWQNGFTTALSIVITFH 
FVTFGFLI FSGKLI 



DltC: D-Alanin-Carrierprotein 
(Position 4276-45 12) 

MEFREQVLNLLAEVAENDIVKENPDVEIFEEGIIDSFQTVGLLLEIQNKLDIEVSIMDFDRDEWATPNKIVEALEELR 



DUD: Vermutliches Exoprotein; am D-Alanineinbau in Teichonsauren beteiligt 
(Position 4509-5684) 

MKLKPFLPILISGAVFIVFLLLPASWFTGLVNEKTVEDNRTSLTDQVLKGTLIQDKLYESNKYYPIYGSSELGKDDPF 
NPAIALNKHNANKKAFLLGAGGSTDLINAVELASQYDKLKGKKLTFIISPQWFTNHGLTNQNFDARMSQTQINQMFQQ 
KNMSTELKRRYAQRLLQFPHVHNKEYLKSYAKNPKETKDSYISGFKENQLIKIEAIKSLFAMDKSPLEHVKPATKPDA 
SWDEMKQKAVEIGKADTTSNKFGIRDQYWKLIQESKRKVRRDYEFNVNSPEFQDLELLVKTMRAAGADVQYVSIPSNG 
VWYDHIGIDKERRQAVYKKIHSTWDNGGKIYDMTDKDYEKYVISDAVHIGWKGWVYMDEQIAKHMKGEPQPEVDKPK 
N 
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Statnm 


Molares Verhaltnis von D-Alanin und Phosphat in 




LipoteichonsSuren (LTA) 


Wandteichonsauren (WTA) 


S. aureus Sal 13 






Wildtyp 


75 


51 


Wildtyp (pRBdltl) 


o« 


69 


dllAnspc (AG1) 


- 0 


o 


dltA::spc (AG1) (pRBdltl) 


78 


67 


S. xylosus C2a 






Wildtyp 


95 


15 


Wildtyp (pRBdltl) 


100 


20 


dltA::Tn917(XG\3) 


0 


0 


dltB.:Tn917 (XG4) 


0 


0 


rf//D::Tn977(XG24) 


0 


0 


dltA::Tn917 (XG13) (pRBdltl) 


96 


15 



002 036/749 



ZEICHNUNGEN SEITE 9 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE 199 12 706 A1 
C07K 14/31 

7. September 2000 



Peptid (Hcrkunft) 



Peptid- 

Netto- 
ladung 



Minimale Hemmkonzentration (^g/ml) gegen 



Wildtyp d/f-Mutante Wildtyp 



rf/f-Mutante 
(pRBdltl) 









Staphylococcus aureus Sal 13: 




Defensin (humane Neutrophiie) 


+3 


>100 


10 


>100 


Mh 
nu 


Protegrin 3 (porcine Leukozyten) 




i j 


0,76 


17.2 


Nb 


Protegrin 5 (porcine Leukozyten) 


"TO . 




0,86 


19 


Nb 


Tachyplesin 1 (Pfeilschwanzkrebs 


+7 


11 


1,0 


Nb 


Nb 


Tachyplesin 3 (Pfeilschwanzkrebs 


+7 


8,6 


1.2 


Nb 


Nb 


Magainin II a (Krallenfroschhaut) 


+4 


45 


3,8 


46 


Nb 


Gallidermin (Staphylococcus 


+3 


3,4 


0,41 


4,6 


3.3 


gallinarum) 










19 


Nisin (Lactococcus lactis) 


+3 


22 


0,45 


35 


Gramicidin D {Bacillus brevis) 


0 


1,2 


0,85 


1.4 


Nb 


Polylysin b 


positiv 


>100 


>100 


Nb 


Nb 








Staphylococcus xylosus C2a: 




Magainin II * (Krallenfroschhaut) 


+4 


45 


4,3 


Nb 


Nb 


Gallidermin (Staphylococcus 


+3 


3,3 


0,23 


3,8 


4,2 


gallinarum) 










20 


Nisin (Lactococcus lactis) 


+3 


23 


2,6 


23 


Gramicidin D (Bacillus brevis) 


0 


2,3 


2,1 


2.7 


Nb 


Polylysin b 


positiv 


>100 


>100 


Nb 


Nb 



* Es wurde die synthetische Peptidvariante (A 8l3 ' l8 )-Magainin II-Amid mit h6herer antimikrobieller 
Aktivitat verwendet. 

b Es wurde Polylysin mit einem ungefahren Molekulargewicht von 3,97 kDa verwendet. 
Nb, nicht bestimmt. 
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100 



S. aureus 5. xylosus 



Protein- 
gehalt 
im 

Oberstand 
(% des 

eingesetzten 100 
Proteins) qq 

60- 
40- 
20 
0 




Green 
Fluorescent 
Protein (GFP) 
(anionisch) 



Cytochrom c 
(kationisch) 




Gallidermin 
(kationisch) 
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